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論文内容の要旨
[目的]
骨形成と骨芽細胞分化のメカニズムの解明、およびそれに基づく臨床応用への基礎研究
[方法]
マウス筋芽細胞株 C2C12 および骨芽細抱株 MC3T3-El を用いて、筋芽細胞株 C2C12 においてはリコンビナント
ヒト bone morphogenetic protein-2 (rhBMP-2) 存在下に、骨芽細胞株 MC3T3-El 株は rhBMP-2 存在および非存
在下にて、 MAPK シグ‘ナルの阻害剤で、ある PD98059 の骨芽細胞分化への効果を検討した。検討項目は、骨芽細胞の
早期分化マーカーであるアルカリフォスファターゼ (ALP)活性、後期分化マーカーであるオステオカルシン (OCN) 、
および細胞外基質への石灰化の変化である。また、阻害剤のターゲットとされる MAPKlERKkinase.l (MEK.l) の
constitutively active および dominant negative cDNA を C2C12 ，こトランスフェクションし、安定発現株を得て、
ALP および OCN の変化を確認した。
[成績]
筋芽細胞株 C2C12 においては、 rhBMP-2 存在下で ALP 活性上昇および細胞外基質の石灰化が認められたが、
PD98059 の持続的投与により ALP の mRNA 発現と活性上昇、石灰化が促進された。逆に、 OCN の mRNA 分泌は
限害剤投与により減少した。一方、骨芽細胞株 MC3T3-El においては、 rhBMP-2 存在および非存在にかかわらず、
PD98059 により ALP の mRNA 発現と活性上昇、 OCN の mRNA 発現と分泌上昇および細胞外基質石灰化促進が認
められた。
C2C12 に dominant negative MEK.l cDNA を安定発現した細胞株では rhBMP-2 による ALP 活性上昇の促進と
OCN 分泌の低下を認め、 C2C12 に PD98059 を作用させた結果に一致した。また、 constitutively active MEK.l を
安定発現した細胞株では、 rhBMP-2 による ALP 活性上昇、 OCN 分泌が全く認められなかった。
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[総括]
我々は、 rhBMP-2 と C2C12 および MC3T3-El 細胞株を用いて、骨芽細胞分化を促進する低分子化合物をスクリ
ーニングしているが、その 1 っとして MEK 阻害剤 PD98059 を見出した。今回、 2 つの細胞株において、この阻害
剤による ALP 活性促進を確認した。さらに遺伝子導入を用いて、この結果を確認した。しかし、 OCN 分泌に関して
は 2 つの細胞株の間で、異なる結果が得られた。 OCN は、そのノックアウトマウスで骨量増加が認められており、骨
芽細胞分化マーカーで、あるが、骨形成促進のマーカーとは言いがたい。 OCN 分泌の違いにかかわらず、 2 つの細胞
株において細胞外基質の石灰化は促進しており、 PD98059 は in vitro においては早期骨芽細胞分化の促進と骨形成促
進の可能性が示唆された。また、他の MEK 阻害剤である U0126 による早期骨芽細胞分化の促進と細胞外基質石灰
化の促進を確認しており、 rhBMP-2 とコラーゲンコンポジットを用い、 U0126 を腹腔内投与した予備実験において、
形成された骨が阻害剤投与群で大きくなる傾向も確認している。
これらの結果より、 MEK 阻害剤は骨形成促進する化合物として使用できる可能性があると考える。
論文審査の結果の要旨
本研究は MAPK シク守ナルの持続的抑制が間葉系細胞の骨形成因子 (BoneMorphogenetic Protein : BMP) による
早期骨芽細胞分化と細胞外基質の石灰化を促進することを見出したものである。 MAPK シグナノレ阻害剤で、ある
PD98059 を、持続的に、多分化能を有する間葉系細胞あるいは前骨芽細胞に処理し続けると、早期骨芽細胞マーカ
ーであるアルカリフォスファターゼ活性の上昇と細胞外基質の石灰化の促進を認めた。アルカリフォスファターゼ活
性と細胞外基質石灰化は、生体内で骨形成が行われるプロセスにおいて必要条件であり、これらが促進していること
は MAPK 、ングナル阻害斉IJが骨形成促進に有効で、ある可能性を示すものである。一方、細胞種により骨芽細胞の後期
分化マーカーであるオステオカルシンの分泌は異なった。オステオカルシンの存在は骨形成に抑制的に働く報告もあ
り、その分泌量の変化は直接的に骨形成の程度を表すものではないことが示唆された。これまで、 MAPK シグナルの
活性が骨芽細胞分化に重要であるという報告は多数あるが、その持続的な抑制が骨芽細胞分化に重要だとしづ逆説的
な結果を示したことは新しい知見である。したがって、本研究は学位論文に値するものと認める。
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